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RIASSUNTO

11 presente documento descrive le Linee Guida elaborate dall’ Associazione Scientifica Gruppo Tossicologi Forensi Italiani (GTFT)
per la determinazione di sostanze stupefacenti e psicotrope su campioni biologici con finalita tossicologico-forensi e medico-
legali. Le Linee Guida forniscono indicazioni e raccomandazioni per 1’esecuzione di accertamenti tossicologico-forensi e medico-
legali di elevato livello qualitativo, con particolare riferimento all’utilizzo di appropriate tecniche analitiche, e di procedure e
metodi analitici consolidati e condivisi dalla comunita scientifica nazionale, allo scopo di garantire risultati di elevata affidabilita
e riproducibilita. Le corrette modalita di determinazione di sostanze stupefacenti e psicotrope, di farmaci psicoattivi, e di alcol su
campioni biologici possono risultare di interesse anche per altre Societa Scientifiche, considerati i molteplici ambiti applicativi
dei diversi accertamenti tossicologici, richiesti ed effettuati non solo a scopo forense, ma anche per finalita clinico-diagnostiche,
i cui risultati possono costituire carattere di prova in ambito amministrativo o penale. In quest’ottica, e nell’ambito di una colla-
borazione gia in atto tra GTFI e Societa Italiana di Patologia Clinica e Medicina di Laboratorio (SIPMeL), la pubblicazione di
un estratto delle Linee Guida GTFI puo risultare utile anche per i professionisti, afferenti a tali Societa Scientifiche, che operano
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nell’ambito delle indagini tossicologiche e di laboratorio con diverse finalita. Il presente documento rappresenta una versione ri-
dotta delle linee guida originali (revisione n.6 del 2022), consultabili nella versione completa al seguente link: https://www.gtfi.it/
wp-content/uploads/2023/02/LineeGuidaGTFI-MaterialeBiologico-rev06-08giu2022.pdf, al fine di contenere 1’estensione entro
limiti adeguati per una rivista scientifica. Sono state mantenute le sezioni piu rilevanti per i professionisti del laboratorio clinico: 1.
Scopo; 5. Requisiti per le attivita analitiche; 6. Accettazione, prelievo, movimentazione e manipolazione dei campioni; 7. Metodi
analitici; 8. Referto o rapporto analitico.

(Per citare questo articolo: Strano Rossi S, Frison G, Chericoni S, Bertol E, Favretto D, Pichini S ef al. Linee guida per la deter-
minazione di sostanze stupefacenti e psicotrope su campioni biologici con finalita tossicologico-forensi e medico-legali. Riv Ital
Med Lab 2023 Oct 25. DOI: 10.23736/S1825-859X.23.00204-9)

ABSTRACT

This document describes the guidelines developed by the Scientific Association Gruppo Tossicologi Forensi Italiani (GTFI)
for the determination of psychoactive substances in biological samples for forensic toxicology and medico-legal purposes. The
guidelines provide indications and recommendations for performing forensic toxicological and medico-legal analyses with a high
level of quality, with particular reference to the use of appropriate analytical techniques and established analytical procedures and
methods shared by the national scientific community, in order to ensure results of high reliability and reproducibility. The correct
methods for the determination of alcohol and psychoactive drugs in biological samples may also be of interest to other scientific
communities, given the wide range of applications of the various toxicological examinations required and carried out not only
for forensic purposes, but also for clinical-diagnostic purposes, the results of which may constitute evidence in administrative or
criminal contexts. In this sense, and in the framework of an already existing collaboration between the GTFI and the Italian So-
ciety of Clinical Pathology and Laboratory Medicine (SIPMeL), the publication of an extract from the GTFI guidelines may also
be useful for professionals belonging to these scientific societies who perform laboratory tests for various toxicological purposes.
This document represents an abbreviated version of the original guidelines (Revision No. 6 of 2022), which can be accessed in full
at the link https://www.gtfi.it/wp-content/uploads/2023/02/LineeGuidaGTFI-MaterialeBiologico-rev06-08giu2022.pdf, in order
to keep the length within appropriate limits for a scientific journal. The sections most relevant to clinical laboratory professionals
have been retained: 1. Purpose; 5. Requirements for Analytical Activities; 6. Acceptance, collection, handling and manipulation
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of specimens; 7. Analytical methods; 8.Analytical report.

Key words: Forensic toxicology; Specimen handling; High-throughput screening assays.

Introduzione

Il presente documento descrive le Linee Guida elaborate
dall’ Associazione Scientifica Gruppo Tossicologi Foren-
si Italiano (GTFI) per la determinazione di sostanze stu-
pefacenti e psicotrope su campioni biologici con finalita
tossicologico-forensi e medico-legali.

Per sostanze stupefacenti e psicotrope (SSP) si intendo-
no tutti i composti chimici e i loro metaboliti, di origine
naturale, sintetica, o semi-sintetica, farmacologicamente
attivi, idonei ad alterare in diversa misura la sfera psi-
chica e comportamentale, con effetti di tipo psicolettico,
psicoanalettico, e psicodislettico, ed in grado di generare
fenomeni di tolleranza, assuefazione, dipendenza. In tale
classificazione sono pertanto comprese le sostanze stupe-
facenti tradizionali, le nuove sostanze psicoattive (NSP),
1 principi attivi di farmaci ad azione psicoattiva, gli alca-
loidi e le altre sostanze organiche o inorganiche ad azione
psicoattiva o di generale interesse tossicologico.

Le Linee Guida sono indirizzate ai laboratori di tossi-
cologia forense che effettuano determinazioni analitiche
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quali-quantitative di SSP su campioni biologici (prelevati
da vivente o da cadavere), e rappresentano la revisione n.
6 delle Linee Guida originariamente elaborate nell’anno
2000.

Le Linee Guida si articolano nelle seguenti sezioni:
. scopo e applicazioni;
. termini e definizioni;
. requisiti del laboratorio;
. procedure del laboratorio;
. requisiti per le attivita analitiche;

6. accettazione, prelievo, movimentazione e manipola-
zione dei campioni;

7. metodi analitici;

8. referto o rapporto analitico;

9. assicurazione della qualita;

10. riferimenti normativi e bibliografici.

N B W~

1. Scopo e applicazioni

Gli accertamenti analitici per la determinazione di SSP in
campioni biologici con finalita tossicologico-forensi e me-
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dico-legali sono suscettibili di miglioramento analitico con-
tinuo, dovuto non solo al consolidamento di nuove metodo-
logie e strumentazioni, ma soprattutto ai progressi scienti-
fici nell’individuazione di nuovi marcatori di esposizione a
SSP, come anche alla utilizzabilita di matrici biologiche al-
ternative o complementari a quelle di impiego tradizionale.

Detti accertamenti, assumendo carattere di prova in am-
bito amministrativo o penale, devono possedere requisiti
di certezza e di affidabilita (dimostrabili attraverso la do-
cumentazione e la tracciabilita di ogni fase analitica) non-
ché di trasparenza e possibilmente di uniformita nazionale.

Un elevato livello qualitativo dei risultati dei suddetti
accertamenti analitici ¢ assicurato non solo dall’utilizzo
di tecniche analitiche appropriate e di procedure e metodi
analitici consolidati e condivisi dalla comunita scientifica
nazionale ed internazionale in ambito tossicologico-fo-
rense, ma anche dall’assicurazione che gli stessi risultati
provengono da strutture culturalmente preparate, dotate di
organizzazione efficiente, caratterizzate da elevata affida-
bilita nel tempo, e costantemente aggiornate.

Scopo

Lo scopo delle presenti Linee Guida ¢ riassumibile nei se-
guenti punti:

¢ Diffondere e promuovere la cultura analitico-tossico-
logica con finalita forensi, frutto dell’esperienza maturata
negli anni dal GTFI nello sviluppo e nell’esecuzione degli
accertamenti analitici e soprattutto nell’ interpretazione
critica dei risultati in ordine al loro significato biologico
e statistico.

* Favorire I’acquisizione, da parte dei laboratori che ef-
fettuano accertamenti di SSP a scopo forense, dei requisiti
per un’organizzazione efficiente, efficace ed affidabile.

» Mettere a disposizione dei suddetti laboratori uno stru-
mento di riferimento per un corretto approccio analitico
che garantisca uno standard di qualita, improntato all’ar-
monizzazione € alla confrontabilita dei risultati, fornendo
indicazioni e raccomandazioni sulla gestione dei processi
analitici, ed un riferimento per la corretta refertazione degli
accertamenti tossicologico-forensi e medico-legali.

Applicazioni
Omissis
Ambito di applicazione

Omissis

2. Termini e definizioni

Omissis
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3. Requisiti del laboratorio

Omissis

4. Procedure del laboratorio

Omissis

5. Requisiti per le attivita analitiche
Sistema di gestione per la qualita delle analisi

Il laboratorio deve erogare i propri servizi e sviluppare i
relativi processi in condizioni controllate e deve adottare
un sistema di gestione per la qualita per tutte le attivita re-
lative ai processi dedicati ad analisi a scopo tossicologico-
forense e medico-legale.

Finalita diagnostiche e matrici biologiche

Le analisi tossicologiche con finalita diagnostiche in am-
bito forense prevedono I’esame di plurime matrici biologi-
che prelevate da vivente o da cadavere i cui rispettivi esiti,
da soli o0 in combinazione tra loro, forniscono elementi uti-
li per una corretta diagnosi con valenza tossicologico fo-
rense o medico-legale in diversi ambiti, quali ad esempio
I’accertamento di guida sotto I’influenza di SSP, 1’accer-
tamento di idoneita alla guida, idoneita al lavoro, idoneita
al porto d’armi, idoneita a specifiche norme concorsuali
e/o contrattuali, diagnosi di uso/abuso (anche nell’ambito
dell’affidamento di minori o di adozioni internazionali),
diagnosi di intossicazione (in attualita di effetto biologico
ovvero “sotto I’influenza di”), diagnosi di tossicodipen-
denza, diagnosi di intossicazione acuta mortale, etc.

Pertanto il laboratorio che dichiara la sua competenza
nell’esecuzione di accertamenti con finalita tossicologico-
forensi e medico-legali deve dimostrare di essere in grado
di eseguire gli accertamenti analitici almeno su campio-
ni biologici quali sangue intero o plasma e siero, saliva,
urina, formazioni pilifere; il Direttore deve essere altresi
in grado (per le caratteristiche sopra descritte) di valutare,
a seconda delle varie esigenze e richieste, la tipologia di
matrice biologica necessaria e la metodologia da adottare.

Si riportano di seguito, a titolo esemplificativo, situazio-
ni di frequente osservazione:

* Nei casi in cui si debba valutare I’attualita d’uso di
SSP, ovvero la sussistenza degli effetti da esse prodotti, le
indagini devono necessariamente essere eseguite su cam-
pioni di sangue. Anche la saliva (piu propriamente il fluido
del cavo orale) puo essere utilizzata a tale scopo, pur valu-
tando la diversa finestra di rivelabilita temporale rispetto al
sangue; ¢ inaccettabile, per diagnosticare 1’effetto biologi-
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co prodotto da SSP a scopo tossicologico-forense e medi-
co- legale (ad esempio uno stato di alterazione psico-fisica
per uso di sostanze stupefacenti), I’impiego della matrice
urinaria. Cio dal momento che la rilevabilita di una so-
stanza e/o di suoi metaboliti nell’urina puo protrarsi ben
oltre la sua completa eliminazione dal sangue (e quindi la
cessazione dell’effetto biologico).

* Per la determinazione del consumo “recente” di SSP
(con una finestra di rilevabilita temporale di ore-giorni a
seconda delle caratteristiche farmacocinetiche della so-
stanza in questione) il campione d’elezione € 1’urina. Tale
campione puo essere impiegato anche per la determinazio-
ne dello stato di assunzione cronica qualora 1’analisi sia
estesa a piu campioni raccolti in giorni diversi e “a sorpre-
sa” (vale a dire con preavviso all’interessato il piu breve
possibile, comunque non superiore alle 24 ore).

» L’assunzione cronica, come pure comportamenti pre-
gressi di uso/abuso, possono essere verificati attraverso
accertamenti su formazioni pilifere (campioni di capelli
e/o peli). L’analisi segmentale dei capelli consente di rico-
struire pur con margine di incertezza la cronologia dell’as-
sunzione. L’analisi di peli provenienti da altri distretti
corporei (quali ascelle, torace, pube) non permette valuta-
zioni cronologiche seriate, pur permettendo di dimostrare
uso o esposizioni pregressi. Inoltre, considerando il tem-
po complessivo di ricambio del pelo in una area corporea
sufficientemente estesa, puo essere valutata una “finestra
temporale” di alcuni mesi in relazione al tipo di pelo e alla
sua crescita naturale (toracico, pubico, ascellare etc.). Na-
turalmente, la rasatura pit o meno recente del pelo corpo-
reo influenza tale finestra temporale. Per i peli pubici la
valutazione dei livelli quantitativi delle sostanze e dei me-
taboliti presenti diviene pit complessa, attesa la possibilita
di contaminazione attraverso le urine del soggetto stesso.

Campioni biologici

La quantita minima di campione biologico e di contro-
campione ritenuta sufficiente per I’esecuzione di ciascuna
analisi deve essere indicata dal laboratorio nella corrispon-
dente Procedura Documentata. Essa deve tenere in consi-
derazione I’eventuale necessita di esaminare il campione
piu volte, anche in rapporto al numero degli analiti oggetto
d’indagine, alla finalita qualitativa e/o quantitativa dell’e-
same, o alla necessita per qualsivoglia motivo di ripetere
’analisi stessa.

La Tabella I riporta volumi e quantita di matrici bio-
logiche ottenute da vivente raccomandati per eseguire
molteplici accertamenti analitici di screening e conferma.
Anche volumi/quantita inferiori a quelli indicati in Tabella
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TABELLA |.—Volumi e quantita delle diverse matrici biologiche
raccomandati per l'esecuzione di accertamenti analitici di scre-
ening e conferma.

Volume o Quantita

Matrice biologica Campione Controcampione

totale
Urina 10 mL 10 mL 20 mL
Sangue per 3mL 3mL 6 mL
alcolemia
Sangue per altre 5mL 5mL 10 mL
SSP
Formazione piliferaa 100t mg 100> mg 200 mg
Saliva (fluido orale) 1 mL 1mL 2mL

aln caso di analisi segmentale la quantita e riferita a ciascun segmento; in caso
di analisi dei marcatori di uso alcolico, € necessario prevedere aliquote ad hoc di
provenienza e lunghezza adatte; bquantita che permette |'utilizzo di piu metodi
analitici per le diverse classi di composti.

possono permettere 1’esecuzione delle analisi di screening
e conferma, ma deve essere sempre garantita da parte del
laboratorio la ripetibilita delle analisi con conservazione
di aliquote sufficienti della matrice biologica oggetto del
campionamento.

Per ogni campione biologico debbono essere chiara-
mente indicate in una specifica Procedura Documentata le
modalita di prelievo, di trasporto, di conservazione prima
dell’analisi, nonché le condizioni ed il tempo di conserva-
zione dopo I’esecuzione dell’analisi.

Manutenzione, monitoraggio e taratura degli stru-
menti di misurazione e della strumentazione analitica

Omissis

Rintracciabilita della documentazione analitica e di
ogni altra documentazione relativa al campione

11 laboratorio deve attuare un sistema di registrazione e ar-
chiviazione di tutte le informazioni in cartaceo ed in forma
elettronica, ove disponibile, relative alle determinazioni
strumentali eseguite (ad esempio cromatogrammi e spettri
di massa relativi al campione e ai controlli positivi e nega-
tivi utilizzati), in modo che ciascuna di esse sia completa-
mente rintracciabile e documentabile.

Nella Procedura Documentata vanno stabilite le mo-
dalita e la frequenza di creazione delle copie di sicurezza
(back-up) della documentazione analitica.

Omissis

6. Accettazione, prelievo, movimentazione
e manipolazione dei campioni
Accesso al laboratorio

L’accesso al laboratorio deve essere consentito soltanto
alle persone autorizzate; il laboratorio deve adottare mi-
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sure atte a garantire che 1’accesso di estranei non possa
avvenire né durante, né al di fuori dell’orario di servizio.

Limitazioni e cautele

I laboratori che oltre ad eseguire accertamenti analitici su
reperti biologici eseguono analisi tossicologico-forensi su
campioni non biologici devono effettuare 1’acquisizione,
la manipolazione e lo stoccaggio di tali campioni in am-
bienti diversi rispetto a quelli in cui vengono accettati e
trattati i reperti biologici, allo scopo di evitare il rischio di
contaminazione ambientale da principi attivi, adulteranti,
diluenti, etc.

Accettazione di una richiesta di analisi

Nel caso in cui i campioni biologici siano prelevati/rac-
colti esternamente al laboratorio ¢ necessario preliminar-
mente concordare con le strutture responsabili le modalita
di prelievo e trasporto, in modo da garantire la catena di
custodia. In ogni caso, la responsabilita del laboratorio in
merito al rispetto della catena di custodia si riferisce al
momento dell’accettazione dei campioni e alle operazioni
successivamente effettuate.

In fase di accettazione il laboratorio deve verificare:

* la corretta modalita di confezionamento e di conser-
vazione del campione durante il trasporto, con particolare
attenzione alla catena del freddo, quando richiesta;

* I’idoneita della richiesta di analisi e la eseguibilita
della stessa da parte del laboratorio;

* I’idoneita quali-quantitativa del campione rispetto
alla richiesta d’analisi;

* la corrispondenza tra i dati identificativi del campione
e la documentazione di accompagnamento;

* I’avvenuta raccolta del consenso informato all’ac-
certamento e informazione del soggetto interessato delle
relative garanzie difensive, ove tali procedure siano pre-
viste dalle normative vigenti (per es. negli accertamenti
sanitari ai sensi degli Artt. 186/186 bis e 187 del Codice
della Strada);

Inoltre, il laboratorio deve registrare:

+ data e ora del prelievo, quando note;

* data e ora di accettazione dei campioni;

 dati anagrafici del richiedente, recapito e firma leg-
gibile;

* finalita dell’analisi;

* tipologia del campione, suo protocollo di conserva-
zione ¢ ubicazione in attesa delle analisi;

* eventuali dati clinici, anamnestici e circostanziali utili
all’esecuzione dell’analisi e/o all’interpretazione del risul-
tato;
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* nome e firma del trasportatore;

* nome e firma dell’operatore del laboratorio che effet-
tua ’accettazione.

Nel caso in cui i prelievi di campioni biologici siano
effettuati in ambulatori della stessa sede del laboratorio la
fase di accettazione si realizza con:

* I’identificazione del soggetto mediante documento
d’identita in corso di validita;

* I'informativa al soggetto sulla finalita dell’analisi,
sull’esecuzione del prelievo e sulle successive fasi di cam-
pionamento, confezionamento ed etichettatura dei cam-
pioni;

* laraccolta del consenso informato scritto del soggetto
al prelievo e all’analisi;

* |’attestazione da parte del soggetto, mediante firma da
apporre sul modulo di prelievo, di aver presenziato a tutte
le fasi di suddivisione, confezionamento ed etichettatura
dei campioni prelevati con le registrazioni pertinenti citate.

Nel caso in cui i campioni siano prelevati da cadavere,
il laboratorio deve verificare:

* la corretta modalita di prelievo, confezionamento, eti-
chettatura e di conservazione dei campioni autoptici. Se
I’autopsia non ¢ effettuata nella stessa struttura di appar-
tenenza del laboratorio, il personale di laboratorio deve ri-
cevere attestazione circa il mantenimento della catena del
freddo durante il trasporto dei campioni;

¢ I’idoneita quali-quantitativa dei campioni rispetto alla
richiesta di analisi;

* la corrispondenza tra i dati identificativi dei campioni
e la documentazione di accompagnamento.

Prelievo da vivente

L’accessibilita al luogo del prelievo ¢ consentita esclusiva-
mente al personale specificamente autorizzato e al singolo
soggetto che deve essere sottoposto al prelievo.

1l prelievo del campione deve sempre prevedere la rac-
colta di un controcampione per eventuali analisi di revisio-
ne. Normative specifiche possono richiedere il prelievo di
tre aliquote di campione equivalenti. In questo caso le tre
aliquote devono essere utilizzate per I’analisi di screening
(campione A), di conferma (campione B) e di revisione
(campione C), rispettivamente. Tale procedura di prelievo
¢ da utilizzarsi obbligatoriamente nel caso in cui 1’analisi
di screening e I’analisi di conferma siano effettuate da due
diversi laboratori.

Raccolta di urina

La raccolta di campioni di urina deve rispettare le seguenti
procedure:
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» prima di accedere al luogo di prelievo il soggetto ¢
tenuto a depositare qualunque oggetto, borsa, indumento
tali da poter occultare materiale utile ad adulterare o ma-
nomettere il campione urinario;

* il soggetto ¢ tenuto a lavarsi accuratamente le mani e
ad asciugarle;

* il personale deve consegnare al soggetto il materiale
per la raccolta urinaria, informarlo del quantitativo di uri-
na che deve essere approssimativamente raccolto e invitar-
lo a entrare nel locale di prelievo;

* il locale di prelievo deve poter garantire la possibili-
ta di osservazione diretta o indiretta (telecamera a circuito
chiuso, della cui presenza il soggetto deve essere preven-
tivamente informato) e in esso (ad eccezione del caso di
osservazione) non devono essere presenti fonti o materiali
utilizzabili per la diluizione o I’adulterazione del campione.

L’adozione di queste modalita di prelievo si ritiene offra
sufficienti garanzie rispetto a tentativi di adulterazione o
manomissione del campione urinario. E tuttavia possibile
effettuare ulteriori controlli sul campione successivamente
alla raccolta (ad es. temperatura, peso specifico, creatini-
nuria, pH). La verifica del peso specifico o della creati-
ninuria consentono di controllare 1’eventuale diluizione
del campione. La valutazione di questi parametri in ordine
all’idoneita del campione all’analisi ¢ competenza del Di-
rettore o del Responsabile del laboratorio, € non ¢ neces-
sariamente legata a valori chimico-clinici standardizzati.

Prelievo di capelli o altre formazioni pilifere

Il personale del laboratorio che effettua il prelievo deve
verificare se la lunghezza dei capelli ¢ correlabile alla ri-
chiesta di analisi, se i capelli presentano trattamenti este-
tici visibili e di possibile interferenza, e deve richiedere
al soggetto informazioni utili all’esecuzione dell’analisi e
all’interpretazione del risultato analitico (trattamenti igie-
nici, cosmetici, uso di lozioni, lacche, gel o di altre sostan-
ze potenzialmente interferenti con I’analisi) e registrare
tutte le informazioni raccolte.

L’operatore addetto al prelievo, munito di guanti del
tipo monouso, deve isolare una ciocca di capelli del dia-
metro di circa 0,5-0,7 cm, preferibilmente nella zona del
vertice posteriore del capo, prelevarla mediante taglio con
forbici il piu possibile vicino alla cute. Mantenendo 1’al-
lineamento dei capelli prelevati, I’operatore deve dividere
longitudinalmente la ciocca in due parti approssimativa-
mente uguali da destinare, rispettivamente, all’allestimen-
to del campione e del controcampione. Il confezionamento
degli stessi, a meno di richiesta di analisi della ciocca di
capelli in toto, deve permettere I’identificazione inequivo-
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cabile dell’estremita prossimale della ciocca e impedire il
disallineamento dei capelli. A tal fine, risulta piu agevole
legare con nastro o filo la ciocca prima del suo taglio; in
tal caso il controcampione sara costituito da una seconda
ciocca prelevata dalla stessa zona. Non dovranno essere
accettate motivazioni estetiche volte ad evitare il prelievo
dei capelli. Inoltre, ¢ necessario accertarsi che il campione
di capelli sia perfettamente asciutto prima del confeziona-
mento. In caso contrario, ¢ necessario attendere la com-
pleta asciugatura del campione lasciandolo a contatto con
I’aria dopo averlo posto su una superficie pulita.

Nel caso di indisponibilita dei capelli ¢ possibile pre-
levare formazioni pilifere da altre zone della superficie
corporea, attenendosi ai fini valutativi a quanto riportato
nella specifica sezione del capitolo 5. Tutte le particolarita
relative alla zona di prelievo devono essere registrate sul
modulo di prelievo. 11 confezionamento dei capelli deve
garantire la preservazione dalla luce e dall’umidita (es. bu-
sta di carta o di alluminio all’interno di una busta o conte-
nitore di plastica, conservazione a temperatura ambiente,
al buio).

Prelievo di sangue

11 prelievo di campioni di sangue deve essere eseguito dal-
la vena di un arto superiore dopo disinfezione della su-
perficie cutanea con un disinfettante non alcolico. Poiché
si tratta di un prelievo di tipo invasivo, esso deve essere
eseguito nel rispetto della normativa vigente in materia e
deve essere atto a ridurre al minimo il rischio per la salute
del soggetto che vi si sottopone.

La conservazione a lungo termine (mesi/anni) dei cam-
pioni ematici deve essere effettuata alla temperatura di
-18/-22 °C. In caso di limitati periodi di tempo intercorren-
ti tra prelievo ed analisi (ad es. alcuni giorni) ¢ sufficiente
la conservazione a +2/+8 °C.

Prelievo di sangue per la determinazione dell'alcolemia a sco-
pi forensi

La determinazione dell’alcolemia con finalita tossicologi-
co-forensi deve necessariamente tenere in considerazione
le seguenti criticita:

* potenziale contaminazione del campione dovuta
all’improvvido uso di disinfettanti cutanei contenenti alcol
etilico;

* possibili fenomeni chimici o biochimici favorenti la
neoformazione di alcol etilico;

+ manipolazioni del campione (ad es. raccolta del siero
di sangue, centrifugazione) tali da alterarne le caratteristi-
che originarie;
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* possibile evaporazione dell’alcol etilico dal campione
dopo il prelievo.

Per tali ragioni il prelievo di sangue per la determinazio-
ne dell’alcolemia a scopi forensi (ne ¢ classico esempio la
determinazione alcolemica ai fini dei disposti del Codice
della Strada) richiede obbligatoriamente di:

« disinfettare 1’area di prelievo con un disinfettante non
alcolico;

» effettuare il prelievo procedendo alla raccolta conte-
stuale, mediante singola venipuntura, di almeno due ali-
quote di sangue in separate provette sottovuoto;

« utilizzare provette sottovuoto contenenti sodio fluoru-
ro come conservante ed un anticoagulante, come potassio
ossalato, dotate di sistemi anti-effrazione ed etichette di
sicurezza;

 procedere, terminato il prelievo, all’inversione ripe-
tuta delle provette per evitare la sieratura del campione;

* procedere alla conservazione del campione e del con-
trocampione secondo le modalita (tempi e temperature) in
precedenza riportate.

E opportuno ricordare che la determinazione dell’alcol
etilico sui derivati del sangue (plasma, siero) produce una
sovrastima (mediamente del 12-18%) rispetto alla sua de-
terminazione su sangue intero e quindi non ¢ idonea — ad
esempio — nel contesto dei limiti normati dal Codice della
Strada; pertanto, una determinazione alcolimetrica su pla-
sma o siero puo avere valenza esclusivamente diagnosti-
co-clinica.

Prelievo di saliva

Il prelievo del fluido del cavo orale (saliva) puo essere ese-
guito con un dispositivo commerciale la cui vendita sia
autorizzata a livello nazionale, ovvero mediante la raccolta
del fluido, senza stimolazione della salivazione, in un ap-
posito contenitore. La suddivisione del prelievo in cam-
pione e controcampione puo essere omessa solo nel caso
in cui sia stato prelevato contestualmente alla saliva anche
un campione di sangue.

Relativamente alle operazioni e agli accorgimenti da
eseguire dopo il prelievo (conservazione) si fa riferimento
a quanto illustrato nel paragrafo relativo al sangue.

Per tutte le fattispecie di prelievo illustrate nei paragrafi
precedenti valgono inoltre i seguenti obblighi:

* il soggetto deve poter verificare che il materiale ne-
cessario al prelievo sia integro, nuovo e sigillato;

* I’esecuzione di tutte le operazioni di suddivisione,
confezionamento ed etichettatura del campione e del
controcampione devono essere effettuate alla presenza
dell’interessato che controfirma il modulo di campiona-
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mento nonché I’etichetta del campione e del controcam-
pione;

* la corretta preservazione del campione da qualsivo-
glia adulterazione, inquinamento, o dispersione deve es-
sere garantita mediante 1’utilizzo di materiale idoneo, a
perfetta chiusura, inviolabile o comunque sigillabile, non
suscettibile di rotture in caso di urto durante il trasporto, o
per shock termico durante il congelamento ove questo sia
necessario;

» ogni fase analitica relativa al campione deve essere
riportata su apposita modulistica.

Prelievo da cadavere

Se 1 prelievi non vengono effettuati nella sede di apparte-
nenza del laboratorio, il laboratorio stesso deve richiedere
I’osservanza delle procedure citate nel capitolo 6.

Riguardo alla tipologia di campioni autoptici da prele-
vare, ¢ raccomandato il prelievo di campioni di sangue pe-
riferico, sangue centrale, urina, umor vitreo, bile, matrici
cheratiniche.

Cause di esclusione e modalita di ricusazione dei cam-
pioni biologici

Nel caso in cui il campione biologico sia prelevato ester-
namente al laboratorio, € possibile ricusare il materiale in-
viato se ¢ documentabile:

* ’incongruita, sotto il profilo qualitativo o quantitati-
vo, del campione biologico in relazione alla specifica ri-
chiesta di analisi;

* la non corretta conservazione del campione durante
il trasporto;

* la mancata o non verificabile (es. illeggibilitd) corri-
spondenza tra i dati identificativi del campione e la docu-
mentazione di accompagnamento;

* I’evidenza di manomissione del campione (es. rimo-
zione o rottura dei sistemi anti-effrazione).

* in tutti i casi di ricusazione, il Direttore del laborato-
rio ¢ tenuto a compilare un rapporto di “non conformita”
menzionando specificamente le cause di ricusazione del
campione.

Conservazione, manipolazione e movimentazione del
campione

Il campione deve essere correttamente conservato ponen-
do in atto ogni precauzione e modalita utili a preservare il
campione da eventuale degradazione e garantire la stabili-
ta degli analiti.

Tali modalita devono assicurare:

* I’identificazione e I’idoneita dei luoghi di conserva-
zione;
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* la conservazione alla temperatura idonea a seconda
della tipologia di campione, del tempo di stoccaggio pri-
ma delle analisi e della finalita dell’accertamento. In linea
generale, se gli accertamenti analitici vengono effettuati
in limitati periodi di tempo (es. alcuni giorni) intercorrenti
tra prelievo ed analisi i campioni possono essere mantenuti
alla temperatura di +2/+8 °C, mentre devono essere con-
servati a -18/-22 °C se le analisi vengono effettuate con
tempistiche maggiori (mesi/anni);

* per i campioni da conservare a -18/-22°C (sangue, sa-
liva ed urina) devono essere previsti congelatori diversi
per la conservazione pre-analitica e per il successivo stoc-
caggio; le condizioni di conservazione dei capelli o altre
formazioni pilifere devono essere tali da proteggere i cam-
pioni dall’umidita e dalla luce;

* il rispetto della catena di custodia;

* la conservazione dei campioni sia positivi che nega-
tivi sino alla produzione del rapporto analitico/referto, se
non diversamente indicato da normativa specifica;

* la conservazione dei controcampioni (dei campioni
risultati positivi dopo analisi di conferma) per almeno un
anno dalla data del rapporto analitico/referto, se non diver-
samente previsto da normativa specifica;

* per campioni riferibili a specifici procedimenti giudi-
ziari la conservazione ¢ estesa fino a specifica autorizza-
zione di distruzione o eliminazione da parte dell’ Autorita
Giudiziaria. In caso di richiesta di analisi dopo lunghi tem-
pi di conservazione, adeguati avvisi di cautela dovranno
essere espressi riguardo la significativita dei risultati ot-
tenuti, in relazione alla possibile instabilita degli analiti
anche se il campione viene mantenuto nelle condizioni
raccomandate.

7. Metodi analitici
Generalita

Per tutti i metodi analitici impiegati nel laboratorio deve
essere definita la Procedura Documentata (Attivita Tecni-
che), con il dettaglio delle informazioni descritte nel ca-
pitolo 4.

I risultati delle prove di validazione dei metodi analitici
originari e delle sue revisioni successive devono essere do-
cumentati, archiviati ¢ conservati dal laboratorio.

11 laboratorio pud emettere referti con validita tossico-
logico-forense/medico-legale solo nel caso in cui i risultati
analitici eventualmente ottenuti mediante 1’applicazione
di test di screening enzimatici o immunochimici vengano
confermati, o direttamente ottenuti, con 1’utilizzo di tec-
niche basate su principi chimico-fisici diversi dalle pre-
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cedenti. In questo contesto 1’impiego della spettrometria
di massa (MS) nelle sue molteplici possibilita metodolo-
giche, in combinazione con una tecnica di separazione di
tipo cromatografico (es. gascromatografia, GC; cromato-
grafia liquida, LC) o elettroforetico (elettroforesi capillare,
EC) per I’analisi quali-quantitativa di SSP trova il consen-
so generale della comunita scientifica nazionale e interna-
zionale.

In linea generale, per ogni batch analitico deve essere
processato un campione negativo di controllo (“bianco”)
ed almeno un positivo di riferimento in matrice biologica,
al fine di valutare 1’assenza di interferenze ¢ le performan-
ce strumentali.

La sequenza analitica di iniezione deve sempre preve-
dere nell’ordine indicato:

* I’analisi del campione “bianco”;

* I’analisi dei campioni incogniti (o dei campioni da
sottoporre a conferma);

* I’analisi del o dei campioni positivi di riferimento e/o
della curva di calibrazione.

Metodi di screening

L’impiego di un metodo di screening trova giustificazio-
ne in un laboratorio di tossicologia forense quando vi ¢
necessita di analizzare un elevato numero di campioni in
tempi brevi e a costi contenuti, con i vantaggi di elevata
o totale automazione. I metodi di screening utilizzati per
I’analisi di campioni biologici impiegano solitamente tec-
niche enzimatiche e immunochimiche, ma possono essere
utilizzate anche tecniche cromatografiche/spettrometriche
di massa.

I metodi di screening immunochimici sono tuttavia
caratterizzati da ridotta specificita (dato qualitativo) ed
elevata inaccuratezza (dato quantitativo), in particolare
quando nel campione sono presenti piu specie chimiche
in grado di essere rilevate ma non discriminate dal metodo
(es. composto immodificato e suoi metaboliti, varie tipolo-
gie di composti simili chimicamente).

Questi metodi, per le loro caratteristiche intrinseche,
producono esclusivamente un risultato di tipo presuntivo,
vale a dire la probabile negativita (assenza) o positivita
(presenza, meglio definita come “non negativita”) del
campione rispetto ad un analita, o piu spesso a una classe
di sostanze, relativamente a un valore di cut-off prestabi-
lito dal metodo. In ogni caso, qualunque sia la specificita
analitica del metodo di screening vale il presente assunto:

Non puo avere validita forense un risultato positivo ot-
tenuto attraverso 1’esclusivo utilizzo di tecniche di scree-
ning enzimatiche o immunochimiche.
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E pertanto indispensabile che tale risultato sia verificato
da un’analisi effettuata mediante tecnica spettrometrica di
massa in combinazione con una tecnica cromatografica su
una nuova aliquota di campione.

Dal momento che ’esito negativo di un’analisi di scre-
ening ¢ generalmente accettato come valido non ¢ suffi-
ciente verificare che il metodo di screening sia in grado di
minimizzare il numero di risultati falsi negativi, ma deve
essere accertata (o documentata dal produttore per i rea-
genti di tipo immunochimico) la capacita del metodo di
non produrre falsi negativi. A tale riguardo ¢ consigliabile
applicare comunque 1’analisi di conferma anche ad una
certa percentuale randomizzata di campioni risultati nega-
tivi allo screening.

D’effettuazione di analisi di screening enzimatiche o
immunochimiche mediante I’'impiego di kit e di calibra-
tori direttamente forniti dalle ditte produttrici ¢ ammessa.
E altresi da rilevare che il valore di cut-off ¢ definito dalla
ditta produttrice di un kit analitico di screening per una
determinata matrice e potrebbe essere diverso dai valori di
cut-off stabiliti da specifici accordi o normative. Peraltro,
anche nell’ambito della tossicologia forense esistono fat-
tispecie che possono richiedere 1’individuazione di valori
di cut-off differenti nell’uso di screening immunochimici,
talvolta inferiori a quelli suggeriti dai produttori.

Non ¢ pertanto corretto adottare incondizionatamente il
cut-off proposto dal produttore. Nel caso in cui sia neces-
sario individuare un valore di cut-off differente da quello
suggerito dal produttore, il metodo di screening deve in
ogni caso essere sottoposto a rivalidazione nel laborato-
rio che lo utilizza, mediante uso di calibratori preparati ad
hoc.

11 risultato di una analisi di screening non pud essere
espresso in termini di certezza di presenza o in termini
quantitativi, ma unicamente sotto forma di presunta po-
sitivita (presenza) o di negativita (assenza) di un analita o
classe di sostanze nel campione.

Metodi di conferma qualitativa e di quantificazione

La fase di conferma, intesa come univoca identificazio-
ne di specifici analiti, deve essere in grado di produrre un
risultato analitico il piu possibile indipendente da quel-
lo ottenuto nella fase di screening, quando essa sia stata
effettuata con tecniche enzimatiche o immunochimiche.
Per tale ragione ¢ necessario 1’uso di tecniche di confer-
ma basate su principi chimico-fisici diversi da quelli dello
screening. Inoltre, il metodo di conferma deve essere ca-
ratterizzato da selettivita e sensibilita analitiche superiori
a quello di screening. A tale riguardo, si ritiene accettabile
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un metodo di conferma quantitativo in grado di raggiun-
gere un limite di quantificazione inferiore, LLOQ, pari ad
almeno la meta del cut-off del metodo di screening.

Non ¢ accettabile I'impiego di un metodo di conferma
che sia fondato su un principio analitico analogo o alta-
mente correlato a quello dello screening, quando ottenuto
con tecniche enzimatiche o immunochimiche (es. confer-
ma di un dato immunochimico con un altro metodo im-
munochimico). L’impiego di una identica tecnica croma-
tografica per confermare un dato ottenuto per via croma-
tografica ¢ accettabile se la tecnica di rivelazione abbinata
alla cromatografia ¢ differente.

L’impiego di una tecnica cromatografica per conferma-
re un dato di screening ottenuto per via cromatografica con
lo stesso sistema di rilevazione ¢ ammesso esclusivamente
se le due tecniche separative producono risultati scarsa-
mente correlati (ad esempio due serie di tempi di ritenzio-
ne significativamente diversi, con uso di colonne a diversa
selettivita, etc.).

In ambito tossicologico-forense, la separazione croma-
tografica ¢ comunque sempre necessaria in un metodo di
conferma.

Come gia accennato, I’impiego della MS in combi-
nazione con una tecnica di separazione di tipo cromato-
grafico (es. GC; LC) o elettroforetico (EC) per 1’analisi
quali-quantitativa di SSP trova il consenso generale della
comunita scientifica internazionale e nazionale.

Pertanto:

Il GTFI raccomanda [’utilizzo della spettrometria di
massa, accoppiata ad una tecnica cromatografica, come

tecnica identificativa di elezione per 1’analisi di conferma.

Qualora il metodo di screening utilizzi tecniche croma-
tografiche abbinate alla spettrometria di massa, pertanto ad
elevata specificita, la conferma potra essere eseguita con
analoga tecnica cromatografica abbinata alla spettrometria
di massa, avendo cura di massimizzare il potere informa-
tivo del metodo di acquisizione (vedasi 1 paragrafi relativi
ai criteri minimi di identificazione) e 1’uso dei controlli di
qualita nella sequenza analitica.

Uso di standard interni

L’impiego di uno o piu standard interni ¢ fortemente rac-
comandato nel caso di applicazioni analitiche esclusiva-
mente qualitative, ed ¢ obbligatorio nel caso di metodi di
analisi quantitativa. Lo standard interno, infatti, garantisce
un elevato controllo, sia in relazione ai processi estratti-
vi degli analiti di interesse dalla matrice originaria, sia in
relazione alla separazione cromatografica ed al sistema
di rivelazione, come quello spettrometrico di massa. Gli

Settembre 2023



LINEE GUIDA PER LA DETERMINAZIONE DI SOSTANZE STUPEFACENTI

standard interni devono essere aggiunti al campione ed ai
controlli prima di qualsiasi loro trattamento preparativo.
Unica eccezione a tale regola ¢ 1’analisi delle formazioni
pilifere per la quale 1’aggiunta degli standard interni deve
essere effettuata dopo le operazioni di lavaggio, di smi-
nuzzamento (se del caso) e di pesata. Nel caso di impiego
di tecniche di rivelazione mediante spettrometria di massa
il GTFI incoraggia ’'uso di standard interni deuterati (se
possibile con numero di deuteri >3) previa verifica che la
quantita/concentrazione dello standard deuterato non sia
tale da interferire significativamente sulla efficienza di io-
nizzazione (ad es. per fenomeni di competizione) o sulla
quantificazione (ad es. contributi isotopici) dell’analita. La
stabilita degli standard interni durante tutto il trattamento
e I’analisi del campione deve essere preventivamente ac-
certata o verificata.

Criteri minimi di identificazione

La scelta dei criteri minimi di identificazione, e dei rispet-
tivi intervalli di tolleranza, puo variare in relazione alle
tecniche di analisi strumentale impiegate dal laboratorio
ma deve comunque attenersi alle indicazioni di eventuale
normativa di riferimento, e comunque a quanto general-
mente accettato dalla comunita scientifica.

Si definiscono di seguito i criteri minimi di identifica-
zione per le tecniche di analisi strumentale piu diffuse:

Analisi cromatografica

Il tempo di ritenzione relativo dell’analita, rispetto al cor-
rispondente standard interno, deve essere compreso entro
+1% (GC) o £2% (LC) di quello prodotto dal corrispon-
dente analita nel controllo positivo.

Analisi MS in scansione (full scan, con ionizzazione ad impatto
elettronico o chimica)

* Presenza nello spettro incognito di tutti gli ioni del-
lo spettro del composto di riferimento (controllo positivo
o spettro di libreria) con intensita, relativamente al picco
base, >10%, incluso lo ione molecolare e gli ioni del suo
cluster isotopico se >10%;

* le abbondanze relative di tali ioni nello spettro inco-
gnito devono essere comprese in un intervallo di tolleran-
za (£20%) rispetto al corrispondente valore ottenuto per il
composto di riferimento;

* lo spettro di massa dell’analita di interesse deve con-
tenere almeno 3 ioni con abbondanza >10%; altrimenti ¢
necessario procedere all’analisi con una seconda metodica
di ionizzazione od una procedura di derivatizzazione;

* la presenza nello spettro incognito di frammenti ionici
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assenti nello spettro di riferimento deve essere spiegabile
con la parziale co-eluzione di componenti della matrice.

Analisi MS mediante monitoraggio di ioni specifici (selected
ion monitoring, SIM)

* Devono essere monitorati almeno 3 frammenti ionici
(ove possibile includenti lo ione molecolare o un suo ad-
dotto, in dipendenza della tecnica di ionizzazione utilizza-
ta) escludendo ioni isotopici e derivati da perdite aspecifi-
che. I frammenti ionici devono essere diagnostici dell’in-
tera struttura molecolare e, se possibile, corrispondere a
porzioni diverse della molecola.

* Qualora lo spettro di massa dell’analita di interesse
non contenga specie ioniche con le caratteristiche descritte
si deve procedere all’analisi con una seconda metodica di
ionizzazione od una procedura di derivatizzazione.

Analisi mediante MS tandem (MS-MS) in modalita di scansione
degli ioni prodotto (Product lon Scan)

» Lo ione precursore deve essere isolato con la minima
ampiezza possibile, compatibilmente con I’intensita del
segnale, al fine di escludere interferenze;

» valgono inoltre gli stessi principi dell’analisi MS in
Full Scan.

Analisi MS-MS in modalita Selected Reaction Monitoring (SRM)

* Devono essere acquisite almeno 2 transizioni dallo
ione precursore agli ioni prodotto;

* lo ione precursore delle due transizioni puo essere co-
mune, purché i frammenti delle transizioni siano relazio-
nabili a porzioni diverse della molecola e, per almeno una
transizione, deve essere lo ione molecolare o un suo ad-
dotto (dipendendo dalla tecnica di ionizzazione); gli ioni
prodotto non devono risultare da perdite aspecifiche (es.
perdita di H,O).

Analisi MS in scansione, o mediante monitoraggio di ioni spe-
cifici, in modalita High-Resolution MS (HR-MS)

* In modalita di accoppiamento con cromatografia LC
ed in Full Scan, devono essere effettuate, nelle migliori
condizioni permesse di risoluzione ed accuratezza stru-
mentali, a) le misure di massa accurata delle specie ioniche
molecolari protonate (MH™); b) la comparazione dei pat-
tern isotopici sperimentali e calcolati delle specie ioniche
MH-; c) possibilmente I’esame della struttura fine dei pat-
tern isotopici delle specie ioniche MH* (discriminazione
dei multipletti isotopici per i picchi isotopici M+1, M+2,
M+3, ed in alcuni casi M+4).

* In modalita di accoppiamento con cromatografia LC
e secondo le diverse modalita strumentali di monitoraggio
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di ioni specifici, deve essere effettuato, nelle migliori con-
dizioni permesse di risoluzione ed accuratezza strumenta-
li, il monitoraggio di specie ioniche scelte con i medesimi
criteri descritti per 1’analisi MS in bassa risoluzione.

Eccezioni a questi criteri minimi di identificazione de-
vono trovare giustificazione nelle caratteristiche fisico-
chimiche e/o strutturali degli analiti di interesse, ovvero
nei limiti della tecnica di analisi strumentale utilizzata. Le
ragioni che giustificano deviazioni rispetto ai criteri sopra
elencati devono essere descritte nella Procedura Docu-
mentata. In tali casi, e comunque in generale, I’identifica-
zione nel campione di metaboliti specifici di un analita e/o
i risultati di altre tipologie di analisi possono essere utiliz-
zati a supporto dell’identificazione dello stesso. Si ram-
menta altresi che ¢ talora possibile, a scopo identificativo,
modificare il comportamento cromatografico e spettrome-
trico di massa delle SSP attraverso numerose reazioni di
derivatizzazione.

Utilizzando tecniche di conferma in spettrometria di
massa (tecnica di conferma elettiva per il GTFI) ¢ con-
sigliato I’impiego del sistema degli Identification Points
(IP) adottato con Decisione della Commissione Europea
2002/657/EC in attuazione della Direttiva 96/23/EC del
Consiglio dell’Unione Europea relativa al rendimento dei
metodi analitici e all’interpretazione dei risultati (G.U.
dell’Unione Europea L 221 del 17.8.2002). Nel caso in
cui il metodo di conferma abbia anche obiettivi di quan-
tificazione, oltre ai criteri minimi di identificazione esso
deve soddisfare 1 criteri minimi di quantificazione sopra
descritti.

Valutazione dei risultati rispetto al cut-off

Se il metodo analitico ha valenza esclusiva di conferma
qualitativa rispetto a un valore di cut-off prestabilito, I’in-
certezza di misura in corrispondenza di tale valore deve
essere nota, evidenziata e sottratta al valore effettivamente
misurato, riferendo la positivita esclusivamente ai casi in
cui il valore misurato, sottratto dell’errore di misura, risulti
ancora superiore al cut-off.

L’analisi di controlli positivi per concentrazioni prossi-
me al cut-off (ad es. cut-off £ 25%) permette di verificare
le prestazioni del metodo qualitativo in tale ambito critico.

Il risultato di un’analisi di conferma di tipo qualitativo
deve essere espresso esclusivamente sotto forma di positi-
vita (presenza) o di negativita (assenza).

Analisi quantitativa e criteri minimi di quantificazione

L’analisi quantitativa prevede 1’allestimento di una oppor-
tuna curva di calibrazione per ogni analita da quantificare,
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in modo da comparare i segnali ottenuti dall’analisi di un
campione incognito (ad es. aree dei picchi cromatografi-
ci dell’analita di interesse e del corrispondente standard
interno) con i segnali ottenuti dall’analisi di una serie di
campioni a concentrazione nota.

La curva di calibrazione dovrebbe essere tale da coprire
una variazione di almeno un ordine di grandezza di segna-
le strumentale. Per quanto riguarda la scelta e le modalita
di utilizzo dello standard interno valgono le raccomanda-
zioni riportate nel paragrafo dedicato all’analisi qualitati-
va, al quale si rimanda.

Ai fini della corretta quantificazione ¢ necessario che
il segnale strumentale ottenuto dall’analisi del campione
incognito sia significativamente superiore al segnale corri-
spondente al Limite Inferiore di Quantificazione analitica
determinato in fase di validazione del metodo, e comun-
que compreso nell’intervallo analitico della curva di cali-
brazione in uso.

Sono da ritenersi valide le raccomandazioni espresse
per I’analisi qualitativa in merito alla verifica preventiva
dell’assenza di interferenti/inquinanti. E indispensabile
disporre di stime di recupero medio di principio attivo ot-
tenute su matrici analoghe o similari a quelle per le quali
deve essere stimata la quantita assoluta di principio attivo.

E inoltre necessaria la valutazione quantitativa di un
congruo numero di controlli negativi e di controlli posi-
tivi. Tali controlli devono avere una concentrazione corri-
spondente a quella attesa entro un prefissato intervallo di
tolleranza dichiarato nella Procedura Documentata. Qua-
lora tale criterio non fosse rispettato deve essere riesami-
nata, contestualmente ai campioni, la curva di calibrazione
completa. I controlli positivi devono essere distribuiti in
maniera uniforme nell’ambito dell’intervallo di calibrazio-
ne, prevedendo anche controlli inferiori al cut-off (ove pre-
visto) (ad es. - 50% del cut-off) e controlli a concentrazioni
elevate (es. + 200% del cut-off), o comunque rispetto al
punto medio della retta di calibrazione.

La curva di calibrazione deve essere allestita con alme-
no 5 calibratori diversi dallo zero.

Gli standard utilizzati per la preparazione dei controlli
positivi e la quantificazione di specifici analiti (ed i relativi
standard interni) devono essere di composizione e purezza
certificata e in corso di validita. Qualora non disponibili
in commercio ¢ ammesso 1’uso di standard non certificati,
per esempio di grado farmaceutico, purché il laboratorio
ne abbia verificato e dichiarato nella Procedura Documen-
tata la validita.

I risultati di analisi quantitative devono essere espressi
in modo tale da escludere dubbi interpretativi, con unita
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di misura direttamente confrontabili con eventuali valori
di riferimento ed accettate dal Sistema Internazionale di
Unita di Misura (SI). Gli stessi risultati devono preferi-
bilmente essere espressi indicando 1’incertezza associata
alla misurazione eseguita ed il confronto con valori soglia
o di riferimento dovra tenere conto di questa incertezza. Il
numero di cifre con cui ¢ opportuno esprimere il risultato
¢ dettato dall’entita dell’incertezza.

Determinazione dell’alcolemia a scopi forensi

Tenendo presente quanto descritto nel capitolo 6 in tema di
prelievo di campioni ematici per la determinazione dell’al-
colemia con finalita tossicologico-forensi, il GTFI dichiara

Tecnica d’elezione per la determinazione dell’alcole-
mia a scopo forense la gascromatografia con campio-
namento dello spazio di testa (HS-GC), accoppiata a ri-
velazione FID (FLAME IONIZATION DETECTOR) o MS

In tal caso, il relativo metodo deve essere in grado di quan-
tificare nell’intervallo di calibrazione compreso almeno tra
0,05 e 3,0 grammi/litro (g/l), con imprecisione (CV%) e
inaccuratezza (E%) ai valori di 0,05-0,1-0,5-0,8-1,5 g/l
non superiori al 10%.

I1 LOD del metodo deve essere inferiore a 0,05 g/l. Tut-
tavia, per stabilire la positivita a fini tossicologico-forensi
di un campione ematico (ad es. ai sensi dell’Art. 186 bis
del Codice della Strada) si suggerisce di fissare la soglia
decisionale a 0,1 g/, in relazione all’esistenza di minimi
valori fisiologici di etanolo nel sangue, della possibile as-
sunzione di etanolo per mezzo di prodotti alimentari e/o
farmaceutici, e soprattutto considerando che i livelli di
disabilita causati dall’alcol iniziano ad essere prodotti da
alcolemie di 0,1-0,2 g/1.

Inoltre, si raccomanda che ciascun laboratorio provve-
da, analogamente a quanto esposto per la soglia decisiona-
le di 0,1 g/1, a definire criteri decisionali per stabilire I’ef-
fettivo superamento anche di altri specifici limiti di legge
(ad es. 0,5—-0,8 — 1,5 g/l, con riferimento all’Art. 186 del
Codice della Strada).

In definitiva, si raccomanda che ciascun laboratorio
provveda ad ottenere la stima delle incertezze di misura
associate ai diversi valori di alcolemia determinati, pren-
dendo in considerazione tutti i contributi delle diverse
fonti di variabilita che influenzano le misure alcolemiche.
La stima delle incertezze risulta infatti determinante per
la definizione delle soglie decisionali in corrispondenza di
ciascun limite di legge.

Si ribadisce infine che per quanto attiene la determina-
zione alcolemica, non ¢ valida ai fini forensi ogni determi-
nazione eseguita su derivati ematici.
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Validazione dei metodi analitici
Omissis
Cut-off e requisiti minimi di prestazione

Ribadendo il carattere del tutto convenzionale del valore
di cut-off (o Valore Soglia o Soglia Decisionale) per sta-
bilire la negativita ovvero la positivita di un campione e
ribadendo altresi che esso non coincide necessariamente
con i valori di LLOQ né LOD, il GTFI ritiene di dover
proporre il concetto di “Requisiti minimi di prestazione”,
ovvero le concentrazioni degli analiti nel fluido biologico
oggetto di indagine che il laboratorio deve essere in grado
di quantificare, con accuratezza, ed atti a valutare I’appli-
cabilita di un metodo rispetto ad una determinata finalita
analitica tossicologico-forense, ove non sussistano specifi-
ci requisiti normativi.

TageLLA [l.—Concentrazioni che definiscono i Requisiti Minimi
di Prestazione per l'analisi quantitativa di SSP in sangue ed
urina con finalita tossicologico-forensi, mediante tecniche cro-
matografiche abbinate a spettrometria di massa.

Concentrazioni (ng/mL) relative

Classe di sostanze o sostanze ai requisiti minimi di prestazione

Oppiacei
Morfina 2
Codeina 2
6-acetilmorfina 2
Cocaina
Cocaina 2
Benzoilecgonina 2
Cocaetilene 2
Norcocaina 2
Amfetamina e congeneri
Amfetamina 2
Metamfetamina 2
3,4-Metilendiossimetamfetamina e congeneri
MDMA 2
MDA 2
MDEA 2
MBDB 2
Metadone
Metadone 2
EDDP 2
Cannabinoidi
THC 1
11-OH-THC 0,1
THC-COOH 2
Buprenorfina
Buprenorfina 2
Norbuprenorfina 2

I valori di concentrazione adottati dalla Society of Hair Testing (SoHT) per
identificare l'utilizzo di diverse classi di SSP in campioni di capelli e quelli
raccomandati per l'analisi del fluido orale nei controlli sui lavoratori secondo le
linee guida EWTDS sono indicati nelle Tabelle 2 e 3 della revisione 6 della versione
integrale delle linee guida per la determinazione di sostanze stupefacenti e
psicotrope su campioni biologici con finalita tossicologico-forensi e medico-legali.
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Si riportano in Tabella II i requisiti minimi adottati dal
GTFI, per la determinazione quantitativa delle piu fre-
quenti classi di SSP in campioni ematici ed urinari.

Il laboratorio che intende svolgere accertamenti anali-
tici quali-quantitativi con finalita tossicologico-forensi e
medico-legali deve essere in grado di assicurare la corretta
quantificazione almeno delle concentrazioni indicate, co-
munemente ottenibile utilizzando tecniche cromatografi-
che abbinate a spettrometria di massa.

Si ribadisce che tali valori non sono cut-off interpreta-
tivi.

Stante I’ampia varieta di tecniche e metodi di screening
adottabili per le diverse matrici e caratterizzati da presta-
zioni spesso molto diverse fra loro, non ¢ opportuno in-
dicare cut-off di screening, i cui valori il laboratorio avra
cura di scegliere in armonia con le prestazioni delle tecni-
che o metodi di conferma adottati.

Naturalmente, qualora si eseguano determinazioni ana-
litiche riferibili a specifiche norme di legge o regolamen-
ti, 1 cut-off decisionali indicati nella norma/regolamento
dovranno essere applicati per la valutazione del risultato
quantitativo come positivo o negativo.

Per i controlli sui lavoratori addetti a mansioni che
espongono terzi a rischi per la salute e I'incolumita, ai
sensi dell’art. 41 comma 4 del D.lgs. 81/2008, si dovran-
no utilizzare i cut-off di screening e di conferma su urine
e formazioni pilifere del protocollo relativo al Provvedi-
mento 18 settembre 2008 della Conferenza Stato-Regioni
(pubblicato in G.U. n. 236 dell’8 ottobre 2008) che stabi-
lisce le modalita e le procedure dei controlli.

I valori riportati nelle Tabelle 2 e 3 del documento in
extenso non hanno, allo stato, valore di legge e consentono
di discriminare tra negativita o positivita di un campione
rispetto a determinate sostanze (e/o loro metaboliti) se-
condo I'interpretazione fornita dalla societa scientifica di
merito. L'utilizzo di valori decisionali diversi, e comunque
sottoposti ad una rigorosa valutazione tossicologico foren-
se, € possibile per particolari contesti e scopi analitici (ad
esempio nei casi di accertamenti tossicologici nell’ambito
di reati facilitati dall’uso di sostanze psicoattive o accerta-
menti su minori).

8. Referto o rapporto analitico

Il rapporto analitico deve essere prodotto in formato carta-
ceo e consegnato — salvo diverse disposizioni di legge — al
richiedente ’accertamento o a persona munita di delega
scritta del richiedente. E ammesso I’invio aggiuntivo del
rapporto analitico in formato elettronico (previo consenso
scritto del destinatario, indicato nel modulo di richiesta di
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analisi) qualora il Laboratorio metta in atto una Procedura
Documentata sufficiente a garantire I’inaccessibilita delle
informazioni in esso contenute da parte di persone diverse
dal destinatario e, in ogni caso, in ottemperanza alla nor-
mativa vigente in tema di riservatezza dei dati personali e
sensibili. Tale procedura deve essere descritta nel dettaglio
nelle Procedure Documentate.

Il rapporto analitico deve contenere almeno i seguenti
elementi:

* Titolo

* Dati identificativi del laboratorio

* Numero identificativo del rapporto analitico (es. nu-
mero progressivo). Se il rapporto consta di piu pagine esse
devono essere numerate progressivamente con indicazione
del numero totale di pagine;

* Dati identificativi del richiedente

* Dati identificativi del soggetto (ovvero, se richiesto,
codice alfanumerico anonimo) da cui sono stati prelevati i
campioni oggetto dell’analisi

* Tipo e finalita degli accertamenti analitici richiesti

 Data e ora del prelievo dei campioni (se noti al labo-
ratorio)

+ Data di accettazione dei campioni

* Data di refertazione

* Descrizione della tipologia di campioni (con dettaglio
di eventuali anomalie);

* Indicazione delle tipologie di analisi eseguite

* Tecniche analitiche utilizzate

* Risultati analitici quali-quantitativi con relative unita
di misura e relativi limiti di quantificazione, cut-off, incer-
tezza di misura, quando applicabili;

* Legenda riportante il significato di abbreviazioni o
terminologie inusuali

* Interpretazione dei risultati analitici, compresa la va-
lutazione sui limiti di utilizzabilita del risultato, quando
necessario, nei limiti delle informazioni disponibili al Di-
rettore refertante

* Nome ¢ firma del Direttore del laboratorio (e facolta-
tivamente dell’analista).!-12

9. Assicurazione della qualita

Omissis

10. Riferimenti normativi e bibliografici

1. UNI EN ISO 9000:2015. Sistemi di gestione per la qualita - Fonda-
menti e vocabolario; 2015.

2. Norma UNI EN ISO 9001:2015. Sistemi di gestione per la qualita —
Requisiti; 2015.
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3. UNIENISO 15189:2013 - Laboratori medici - Requisiti riguardanti la
qualita e la competenza; 2013.

4. UNI CEI EN ISO/IEC 17025:2018 - Requisiti generali per la compe-
tenza dei laboratori di prova e taratura; 2018.

5. Articoli 119, 186, 186 bis, 187 del Codice della Strada.

6. Procedure per gli accertamenti sanitari di assenza di tossicodipendenza
o di assunzione di sostanze stupefacenti o psicotrope in lavoratori addetti a
mansioni che comportano particolari rischi per la sicurezza, I’incolumita e
la salute di terzi applicative del provvedimento n. 99/cu 30 10 2007. G.U.
n. 236 del 8 10 2008.

7. DECISIONE 2002/657/CE 12 agosto 2002 che attua la direttiva 96/23/
CE del Consiglio relativa al rendimento dei metodi analitici e all’interpre-
tazione dei risultati.

8. Society of Hair Testing. Recommendations for Hair Testing [Internet].
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sensus_Hair Testing 2022.pdf [citato 10 ottobre 2023]

9. 2021 SoHT consensus on drugs of abuse (DoA) testing in hair. [Inter-
net]. Disponibile alla pagina: https://www.soht.org/images/pdf/Consen-
sus_ DoA 2021.pdf [citato 10 ottobre 2023]

10. European Guidelines for Workplace Drug Testing in Oral Fluid.
[Internet]. Disponibile alla pagina: http://www.ewdts.org/data/uploads/
documents/2022-10-ewdts-guidelines-oral-fluid-v3.0-final.pdf [citato 10
ottobre 2023]

11. TIAFT — The International Association of Forensic Toxicologists -
Laboratory Guidelines. TIAFT-Bulletin XXXI Number 4 p. 23-26.

12. Moffat AC, Osselton MD, Widdop B, Watts J, editors. Clarke’s Anal-
ysis of Drugs and Poisons in pharmaceuticals, body fluids and postmortem
material. Quarta Edizione. Londra: Pharmaceutical Press; 2011.
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